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Abstract of French Patent Application 86 01985 
Publication No. 2 594 229 

(54) Title: New Lav-ll type of retrovirus susceptible of causing AIDS, antigens 
obtained from this retrovirus and corresponding antibodies, and their application 
to the diagnosis of AIDS. 

(57) The invention concerns a new type of retrovirus called LAV-II, a sample of which 
has been filed at the CNCM under the number 1-502. It also concerns antigens 
susceptible of being obtained from this virus, in particular proteins pi 2 and pi 6. These 
different antigens can be applied to the diagnosis of the disease, particularly by coming 
in contact with a serum of the patient on whom the diagnosis must be performed. Lastly, 
it concerns immunogenic compositions that contain, more specifically, at least one of 
the two proteins pi 2 and pi 6. 
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Nouveau retrovirus du type Lav-ll susceptible de provoquer le SIDA. antigenes obtenus a partir de ce retrovirus et 
anticorps correspondants et teurs applications au diagnostic da SIDA. 



@ L'mMRntion concame una nouv ePe varifttfi de retrovirus 
d&kommte LAV-IL dont un dchantillon a 6t6 d6pos6 d la 
CNCM sous le n" t-502. Elle conceme aussi les antig^es 



susceptftrfes d'dtre obtenus d partir de ce virus, en parUcufier 
des prot6ines pi 2 et p16l Ces diffSrents antigenes sont 
appGcables au diagnostic de la maladte, notamment par mise 
en contact avec un s6rum du malade chez lequel le diagnostic 
doit dtre affectum Elle conceme enlin des compositions immu- 
nog^es contenant plus particuli^emcnt Tune au moins des 
deux prot6ines p12 et p16. 
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Nouveau retrovirus du type LAV-II susceptible de provoquer le 
SIDA, antigenes obtenus a partir de ce retrovirus et anti- 
corps correspondants et leurs applications au diaqnostic 
du SIDA. 

5 

L* invention est relative 4 une forae nouvelle de 
virus, ayant la capacite de provoquer des lymphaddnopa- 
thies susceptibles d'etre relayees ensuite par le syndrome 
d'iaimuno-deficence acquise (SIDA). L'invention concerne 

10 egalement des antigenes susceptibles d'Stre obtenus a 
partir de ce virus ou ayant avec celui-ci des proprietes 
en conunun, Elle concerne egalament les anticorps 
susceptibles d'etre provoqu^s centre ces divers antigenes. 
Enfin l'invention concerne des applications de ces anti- 

15 genes ou ainticorps au diagnostic de certaines formes du 
SIDA et, en ce qui concerne certains d^entre eux, 4 la 
production de compositions imaunog^nes et de compositions 
vaccinantas contre ce retrovirus. 

L'isolement d'un premier retrovirus, dont avait 

20 ete reconnue la r^sponsabilite dans le developpement du 
SIDA, a fait I'objet d'une description dans un article de 
F. BARRE-SINOOSSI et al des 1933 (Science, vol. 220, 
n* 45-99, 20, p. 863-871 ) .L' application au diagnostic de 
la presence d* anticorps contre le virus de certains ex- 

25 traits de ce dernier, et plus particuliereaent de certai- 
nes de ses proteines, a 4te plus specialement decrite dans 
la demande de brevet europ^en n* 138. 6o7. Ce retrovirus 
est connu sous la designation LAV. Depuis d'autres souches 
siailaires et des variants du LAV ont §te isoles. On rap- 

30 pellera pour gieaioire ceux connus sous les designations 
HTLV-III et ARV. L' expression "LAV-I* couvre aussi I'en- 
seable'^de ces designations et les souches virales corres- 
pondantes. L'ensenble des virus identiques ou proches de 
I'isolat initial "LAV sera appeie dans le present texte 

35 "LAV type I" ou "LAV-I". Le nouveau retrovirus faisant 
I'objet du present brevet et les souches de virus qui en 
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sont proches. sont appeles "LAV type II' ou 'LAV-II'. 
Chaque isolat est suivi des trois premieres lettxes du nom 
du malade dont il a 6tS isol*. On peut definir 1' ensemble 
■LAV" comme un ensemble de virus causant soit des poly- 

5 adenopathies generalisSes et persistentes, soit un SIDA et 
ayant in vitro un tropisme pour les cellules T4 chez les- 
quelles le retrovirus induit un effet cytopathog^ne . Ces 
retrovirus se sont revelSs distincts des autres retrovirus 
hunains d6j4 connus (HTLV-I et HTLV-II). 

10 Bien qu'il y ait une assez grande variability g*- 

netique, du virus, les differentes souches isoldes 4 ce 
jour k partir des naiades americains, europ6ens. haxtiens 
et africains ont en commun des sites antigeniques conser- 
ves sur leurs principales proteines : proteine du noyau (core) 

15 et glycoproteine d'enveloppe gpllO et protSine transnem- 
branaire gp41-43. Ceci pemet 4 la souche prototype LAV-I 
deposee a la CNCM sous le n* 1-232 d'etre utilisee comae 
souche d'antigenes pour la detection d'anticorps chez tous 
les types de malades. quelle que soit leur origine. Cette 

20 souche, dont le virus HTLV-III isole par R.C. GALLO et 
coll. ne peut Stre distingu6. est done utilisee actuelle- 
ment pour la detection d'anticorps chez les donneurs de 
sang et les malades par ELISA. immunofluorescence, les 
techniques dites de -Western Blof (ou immuno-empreintes) 
—25 — et-"R-IPA^(Radio-ImmunoprecipitatiQn_Assay.)_. 



Cependant dans une etude sfirologique effectu6e sur 
des malades natifs de Guinea-Bissau et hospitalises au 
Portugal, il a St6 observe que certains dcnnaient des 
reactions sero-negatives ou tres faiblement positives par 
30 ces tests met.tant en oeuvre un lysat du LAV-I, alors 
qu'ils presentaient les signes cliniques et immunologiques 
du SIDA. 

"a partir des lymphocytes mis en culture de I'un de 
ces malades, il a 6t6 isole un retrovirus dont la struc- 
ture en microscopic 61ectronique et le profil des 
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pxoteines en gel d'^lectxbphofese SDS d'une maniere gene- 
rale, les proprietes sont similaires au LAV-I, mais qui 
presente une moindre parente, si ce n'es-t une parente 
faible avec celui-ci, tant du point de vue de I'homologie 
5 antigenique de ses proteines que de I'homologie de son 
materiel genetique. 

Ce nouveau retrovirus, ci-apr^s appel6 lAV-II, ou 
des retrovirus ayant des proprietes antigeniques et immu- 
nologiques equivalentes, peuvent done constituer des sour- 

10 ces d'antigenes pour le diagnostic de 1* infection par ce 
virus et des variants induisant notamment un SIDA, en par- 
ticulier chez les malades africains ou les personnes ayant 
sejourne en Afrique. 

Ce virus a ete isol^ de plusieurs malades de 

15 Guinee-Bissau et des lies du Cap Vert, et en par-ticulier A 
partir du sang, preleve sous h^parine, d'un malade de 28 
ans, originaire de la Guin6e-Bissau, heterosexuel, qui 
n'avait jamais ete ni transfuse, ni toxicomane. II pr6- 
sentait depuis 1983 me importante diarrhee chronique, un 

20 amaigrissement important (17 kg) avec de la fidvre par 
interaittence - Recemment il a present^ des infections k 
Candida et Serratia, dont une candidose oesophagienne, 
typique du SIDA. 

II presentait egalement une anemie, une lymphop6- 

25 nie, un rapport lymphocytes T4/lymphocytes T8 de 0,15, et 
une anergic cutanee. Ses lymphocytes en culture ne r§pon- 
daient pas la stimulation par la phyto-hemoglutinine et 
la concanavaline A. II ^'agissait finalement d'un SIDA. 

L' ensemble de ces signes t^moignait des sysiptoses 

30 'complexes lies au SIDA" ou 'ARC* (abrSviation anglaise de 
•Albs Related Complex"), du type de ceux causes par le 
virus LAV- I. 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades 
et I'isolement du retrovirus ont 6t6 effectuSs selon la 
35 technique dfiji decrite pour I'isolement du LAV-2 (1) dans 
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1" article de BARRE-SINOUSSI et Coll. et la demande de 
brevet europeen n* 84 401834/0 138 667. On les rappelle 
brieveaent ci-apres : stimulation des lyaphocytes pendant 
3 jours par la phytoheaagglutinine (PHA). l.es lymphocytes 
ont ete cultives en milieu de culture RPMI- 16-40 
additionne de 10 \ de s6rua de veau foetal. 10 M Beta 
mercaptoet-hanol, d* inter leukine 2 et de serum 
anti-interf eron o humain. 

La production de virus a ete suivie par son acti- 
vity transcriptase inverse. Dans le surnageant de culture, 
le pic d'activite virale est apparu entre le 14Sae et le 
22eae jour, puis a decline, suivi par le declin et la mort 
de la culture cellulaire. 

Le virus a ensuite 6t6 propag6 sur des cultures de 
lymphocytes de donneurs de sang, puis sur des lignees con- 
tinues d'origine leuc6nique, telles que HUT 78. 11 a 6te 
caracterise comae etant relativeaent distinct du LAV-I par 
ses prot4ines, et son acide nucleique. Le virus a 6tS pu- 
rifie comme decrit dans les docviments anterieurs d6j4 men- 
tionnes. II a ete depose a la -Collection Rationale des 
cultures de Micro-organisaes' (CNCM) 4 I'INSTITOT PASTEUR, 
le 19 decembre 1985, sous le n* CNCM 1-502. D'une facon 
g6n4rale 1' invention concerne tout virus Equivalent con- 
tenant des proteines de structure qui presentent les memes 
proprietes immunologiques que celles du virus LAV-Il depo- 
se— 4-la-CMCM-sou3-le-num6ro-I-502-.-Quelques_cara^teristi:i_ 



ques de ces proteines constitutives et de ses acides nu- 
cleiques. telles qu'elles resultent des essais r6alis6s 
dans les conditions qui suivent, sont indiquees ci-apr6s. 

1) Proteines : le virus a ete marquS mfetabolique- 
aent par la ^^S cysteine et la ^^S methionine, les cellu- 
les infectdes Etant incubees en presence de ces acides 
amines radioactifs en milieu de culture dEpourvu de I'a- 
cide aainE non marque correspondant, pour une pEriode de 
14 & 16 heures. Le surnageant est ensuite clarifii, puis 
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le virus ultracentrifuge une heure a 100 000 g sur un 
coussin de 20 % de saccharose, Les principales proteines 
du virus sont separees par electrophorese dans un gel de 
polyacrylamide (12,5 %) dans des conditions denaturantes 
(SDS) ou dans un gel de polyacrylamide (10 ^) + bis aery- 
laraide (0,13 %) avec SDS (0,1 % en concentration finale) - 
On utilise comioe poids moleculaire de reference les mar- 
queurs colores suivants commercialises par la soci^te 
BRL : 

myosine : 200 Kd 

phosphorylase B : 97,4 Kd 

BSA : 68 Kd 

ovalbumine : 43 Kd 

a chymotrypsine : 25,7 Kd 

P lactoglobuline : 18,4 Kd 

lysozyme : 14,3 Kd 

El les sont encore mieux distingu6es apr^s immunopr6cipi- 
tation (RIPA) ou par immunoempreintes (Western blot) en 
utilisant les anticorps presents dans le serum du malade : 
leur poids mol6culaire determine par leur migration appa- 
rente est tres proche sinon identique k celles du LAV-I : 
pi 2, pi 6 (mesures refaites pour ces deux proteines dans 
des conditions de plus grande precision qu'ant^rieure- 
ment), p25 pour les proteines internes, gp160 (poids mo- 
leculaire de 160 Kd ± 10 %) pour le prfecurseur de la gly- 
coproteine d'enveloppe gp36 (poids moleculaire de 
36 Kd 1 5 \) , pour la prot6ine transmembranaire (mise en 
Evidence en particulier par la technique du Western blot) . 
Cependant, ces proteines, dans les syst^es de detection 
utilises au laboratoire ou par utilisation des tests com- 
mercialisms par Diagnostics Pasteur sous la marque 
"ELAVIA" par exemple, ont 6t6 peu ou pas reconnues par des 
scrums de malades anti-LAV-I. Seule la proteine p25 a 6t6 
faiblement immunopr^cipitee par de tels scrums. La protei- 
ne d'enveloppe ne l*a pas 6te. Le s^rum du malade infecte 
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par le nouveau virus (LAV-II) reconnait faiblement une 
proteine p34 du LAV-I, Dans le systdme de detection utili- 
se, les autres proteines du LAV-I n*ont pas ete reconnues. 

2) Acide nucl^ique : I'ARN du virus, depose sur 
filtre d'apres la technique du *spot blot" n'a pas hybri- 
de. dans des conditions stringentes avec I'ADN du LAV-I. 
Par 'conditions stringentes" on entend : les conditions 
dans lesquelles la reaction d 'hybridation est faite en 
mettant le RNA du LAV-II en contact avec la sonde choisie 
marquee radioactivement au p^^ (ou marque de fac:on diffe- 
rente), k savoir a 42'C en presence de 50 % de formamide 
pendant 18 heures. La membrane sur laquelle a ete faite la 
reaction d 'hybridation est lavee ensuite a 65*C dans un 
tampon con tenant 0,1 % de SDS et 0,1 X SSC. 
15 Par conditions non stringentes, on entend les 

conditions dans lesquelles la reaction d' hybridation est 
faite en mettant en contact avec la sonde choisie marquee 
au p-^^ (ou marquee autrement), 4 savoir a 42*C en presence 
de 30 \ de formamide pendant 18 heures. Le lavage de la 
membrane est realise a 45*C avec un tampon contenant 0,1 % 
de SDS et 2 X SSC. 

On a ^galement realise des essais d ' hybridation 
avec une sonde d 'hybridation constituee par un plasroide 
recombinant pBTI obtenu par clonage de I'ADN du LAV-I 
25 provenant de XJ19 (Cell 1985, vol. 40, p. 9) dans le vec- 
teur pUC18. En conditions non stringentes, seule une izxhs 
faible hybridation a et6 observee. 

D' autres sondes ont 6te utilisees : 
a) Des sondes simple brin de I'ADN du LAV-I sub- 
30 g6nomique dlaborees a partir de sous-clones du genome du 
LAV-I mis dans le phage Ml 3. Les regions donees concer- 
naient le gene protease ou le gene "endonucl^ase" . 

Seule une sonde de la region endonucl6ase de LAV-I 
(s6quence de nucleotides comprise entre les bases n* 3760 
35 et 4130) a donn6 une hybridation faible en conditions non 
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stringentes avc le LAV-II. sonde "protease" (sequence 
de nucleotides de LAV-I comprise entre les bases 1680 
et 1804) n 'a pas hybrid^ meme en conditions non stringen- 
tes avec le LAV-II. 
5 b) Une sonde pRS3 constitute par la sequence co- 

dant pour la region "enveloppe" du LAV-I (sous-clonage 
dans pUC18) n'a pas donne d ' hybridation en conditions non 
stringentes avec LAV-II. 

La technique du "spot blot" est appelee aussi 'dot 

10 blot" (transfert par taches) . 

Le virus LAV-II s'est averd utilisable comme 
source d'antigenes pour la detection d'anticorps chez 
d'autres malades africains. Les differents antig^nes de 
LAV-II ont ete reconnus par des strums provenant d'autres 

15 malades de Guin6e-Bissau atteints d'ARC, ou de personnes 
asymptomatiques dont les anticorps immunopr^cipitent les 

proteines du LAV-II,. 

Le LAV-II, tout comme le LAV-I, a un tropisme pour 
les lymphocytes T4 humains et est cytotoxique k leur 
20 6gard. II n'a pas de parent^ antigenique avec les HTLV-I 
et HTLV-II. En particulier, les proteines du LAV-II ne 
donnent pas lieu a des reactions immunologiques croistes 
avec les proteines p19 et p24 des HTLV-I et HTLV-II, no- 
tamment dans les techniques de radio-immunoprecipitation 
25 ou RIPA (abrtviation de 1* expression anglaise "Radio- 
immunoprecipitation-assay" ) . 

D'une fapon gtntrale, 1* invention concerne toute 
composition contenant au moins I'une des prottines de 
LAV-II, cette composition pouvant ttre appliquee au diag- 
30 nostic de la variety correspondante du SIDA, en mettant en 
oeuvre les techniques de diagnostic, telles que decrites 
dans la demande de brevet europten citte ci-dessus. A cet 
tgard, 1* invention concerne plus particulitrement des com- 
positions contenant les prottines pi 2, pi 6, p25, s' agis- 
ts sant des proteines internes, ou les glycoprottines gp36 ou 
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gpUO Des compositions avantageuses contiennent 1' ensem- 
ble des proteines du LAV-II ou plusieurs de ces pxot6xnes 
et/ou glycopioteines. On mentionnera 4 titre d'exemples de 
compositions, celles qui contiennent simultanement : 

- la p25 et la gp36, 

- la p25, ies gp36 et gp160, 

- Ies p12, p16 et p25, 

- Ies pi 6, p25 et gp 160 

L- invention concerns encore chacune de ces pro- 
twines 4 l-6tat purifie. en ce sens que chacune de ces 
proteines ne conduit qu' A une bande unique en 61ectro- 
phorese sur gel de polyacrylamide, notamment dans les 
conditions experimentales qui ont 6t6 indiqu^es plus haut. 
Tout procede approprie de separation et/ou de purificatxon 
pour obtenir chacune d'entre elles peut etre utilise. On 
mentionnera 4 titre d'exemple de technique pouvant etre 
mise en oeuvre celle d6crite par R.C. MONTELARO et Coll.. 
J. of Virology, juin 1982, pp. 1029-1038. 

II va de soi que ces compositions n'ont que valeur 
d-exemples. En particulier, I'invention concerne les ex- 
traits ou lysats viraux contenant 1' ensemble de ces pro- 
t6ines et/ou glycoprot^ines. 

II doit cependant fetre entendu que l' expression 
-compositions contenant une proteine ou glycoproteine de 
25 ce virus', ne doit pas fetr e en tendue comme limitee aux 
extraits ou lysats du virus LAV-Il. 

I. 'invention concerne encore des compositions asso- 
ciant des proteines et/ou glycoprot^ines d'un LAV-II. avec 
des proteines et/ou glycoproteines d'un LAV-I, par exen- 
30 pie : 

- soit les p25 d'un LAV-I et d'un LAV-II, 

- soit la p18 d'un LAV-I et la pi 6 d'un LAV-II. 

- soit des glycoproteines d'enveloppe d'un LAV-I 
et des glycoproteines d'enveloppe d'un LAV-ii, 

35 - soit naturellement des melanges de proteines 
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et/ou glycoproteines d'un LAV-I et de prot^ines et/ou gly- 
coproteines d'un LAV-II. 

De. telles compositions, utilis^es pour le diag- 
nostic, permettent par consequent des operations de diag- 
nostic du SIDA ou des symptomes qui lui sont associes, qui 
s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologi- 
ques responsables. II va sans dire que 1 "utilisation pour 
les operations de diagnostic de compositions qui ne con- 
tiennent que des proteines et/ou glycoproteines de LAV- II 
n'en reste pas moins utile pour des diagnostics plus se- 
lectifs de la categoric de retrovirus qui peut §tre tenue 
pour responsable de la maladie. 

D'une fapon generale, 1' invention concerne toutes 
compositions de ce type contenant une proteine. glycopro- 
15 teine ou polypeptide ayant des proprietes immunologiques 
6quivalentes k celles du LAV-II. Deux proteines sont dites 
"equivalentes- dans le cadre de cet expos6, d^s lors 
qu'elles sont recbnnues par les mfemes anticorps, notamment 
d'anticorps isolables 4 partir d'un serum obtenu a partir 
d'un patient ayant fait une infection avec un LAV-II. 

Parmi les polypeptides, proteines ou glycoprotei- 
nes Equivalents, doivent Etre ranges les produits d* ex- 
pression de sequences correspondantes des ADNs codant pour 
les sequences polypeptidiques correspondantes. 

L' invention concerne encore les ADNs ou fragments 
d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments d'ADNs 
clones obtenus a partir de I'ARN ou de cADNs derives de 
I'ARN du retrovirus LAV-II. L' invention concerne encore 
particulierement tous ADNs Equivalents, notamment tout ADN 
presentant des homologies de sequences avec I'ADN du 
LAV-II au moins Egales 4 90 \. D'une fapon gEnErale, on 
dira encore que 1' invention concerne tout ADN (ou ARN) 
Equivalent capable d'hybrider avec I'ADN ou I'ARN du 
LAV-II dans la technique du "spot blof dans des condi- 
35 tions non stringentes telles que dEfinies ci-dessus. 
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L* invention concerne de la meme fa?:on les serums 
susceptibles d'etre produits chez 1' animal par inoculation 
k celui-ci de LAV-II. L' invention concerne done plus par- 
ticuliereraent les anticorps polyclonaux plus specifique- 
ment orientes centre chacune des proteines ou glycopro- 
teines du virus. Elle concerne aussi les anticorps mono- 
clonaux qui peuvent etre produits par des techniques clas- 
siques, ces anticorps monoclonaux etant orient6s plus spe- 
cif iquement centre les differentes proteines du I.AV-II. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux sont uti- 
lisables dans differentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutraliser les 
proteines correspondantes, voir inhiber 1 * inf eCtivite du 
virus entier. lis peuvent egalement etre utilises, par 
exemple, pour mettre ert 6vidence des antigenes viraux dans 
les preparations biologiques ou pour realiser des opera- 
tions de purification des proteines et/ou glycoproteines 
correspondantes, par exemple par leur utilisation dans des 
colonnes de chromatographic d'af finite. 

II est entendu que, d'une fapon g^nerale, la lit- 
terature technique disponible en ce qui concerne le LAV-I 
et le virus d^nomme HTLV-III doit 6tre consideree comme 
faisant partie de la pr6sente invention, d^s lors que les 
techniques d^crites par cette litt6rature s'appliquent 
dans des conditions semblables d I'isolement du virus 
LAV-II — oiriie~virus— equivalents— 4—1 'obtention-d-partir-de 
ces virus de leurs differents constituants (notamment pro- 
teines, glycoproteines, polypeptides, acides nucleiques) . 
On peut egalement faire appel aux enseignements de cette 
litterature technique pour ce qui est de 1 'application des 
differents constituants concernes, notamment 4 des opera- 
tions de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou 
de SIDA. 

L' invention concerne Egalement tout virus Equi- 
valent presentant des caracteristiques immunologiques 
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propres au LAV-II. D'une fagon gen^rale, 1' invention 
concerne tout virus qui, outre les propriet^s que possdde 
le LAV-II depos6 a la CNCM, pr^sente encore les caract^- 
ristiques suivantes. 
5 La cible pref erentielle du retrovirus LAV-II est 

constituee par les cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4)- II 
a une activite de transcriptase inverse necessitant la 
presence d'ions Mg^"*" et presentant une forte activity pour 
1 e poly ( adenylate-oligodeoxy- thyinidylase ) ( poly (A ) -oligo- 

10 (dT) 12-18). 11 a une densite de 1,16 dans un gradient de 
sucrose. II a un diam^tre moyen de 140 nanometres et un 
noyau ayant un diametre moyen de 41 nanometres. Les lysats 
de ce virus contiennent une prot^ine p25 qui ne croise pas 
immunologiquement avec la prot^ine p24 du virus HTLV-I ou 

15 du virus HTLV-II. II contient une prot^ine p16 qui n*est 
pas reconnue immunologiquement par la prot6ine pi 9 de 
HTLV-I ou de HTLV-II. II est cytotoxique pour les lympho- 
cytes T4 humains. II peut §tre cultiv6 dans des lignees 
permanentes du type HUT ou exprimant la proteine T4, 

20 L' invention concerne encore un procede de pro- 

duction du virus LAV-II dans des lignees cellulaires 
permanentes d6riv6es de lymphocytes . T4, par exemple du 
type cellules HOT 78 (lign^e d6posee 4 la CNCM sous le n' 
1-519 le 6 fevrier 1986), ce proced6 consistant a cultiver 

25 ces lignees pr6alablement infect^es avec le virus LAV-II, 
et a recup6rer les quantit6s de virus liberies dans le 
milieu de culture. L' infection pr^alable peut notamment 
etre realis^e comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10^/ml) sont mises en cocul- 

30 tures avec des lymphocytes humains normaux infectes (10^/- 
ml). Le milieu de culture est du RPMI 1640 avec 10 \ de 
serum de veau foetal. Au bout de 15 i 21 jours, on observe 
un effet cytopathog^ne des cellules HOT 78, On dose la re- 
verse transcriptase une semaine apr6s cette observation, 

35 dans le surnageant de culture. 
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La presente invention concerne plus particuliere- 
ment un precede de diagnostic in vitro du SIDA, qui com- 
prend la raise en contact d'un serum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diag- 

5 nostic avec une composition contenant I'une au moins des 
proteines ou glycoproteines du LAV-II, ou encore un 
extrait ou lysat du virus r et la detection de la reaction 
immunologique . 

Des m^thodes prefer^es mettent en jeu par exemple 

10 des reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou d'immu- 
nofluoresence. Les titrages peuvent ^tre des raesures par 
immunofluorescence directe ou indirecte ou des dosages 
immunoenzymatiques directs ou indirects. 

Ainsi la presente invention est egalement relative 

15 i des extraits de virus (soit d'un extrait d'un ou plu- 
sieurs LAV-II seulement, soit d'un melange d' extraits 
originaires d'un ou plusieurs LAV-II, d'une part, et d'un 
ou plusieurs LAV-I, d' autre part), ces extraits etant mar- 
ques. On peut utiliser tout type de marqueur appropri6 : 

20 enzymatique, fluorescent, radioactif, etc.. 

De tels titrages comprennent par exemple : 

- le d6p6t de quantit^s d6termin6es de 1' extrait ou des 
compositions vis6es conformes k la presente invention dans 
les puits d'une microplaque de titrage ; 

25 - T introduction dans ces puits de dilutions croissantes 
du s6rum 4 diagnostiquer ; 

- 1' incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon ap- 
propria i 

30 - 1' introduction dans les puits de la microplaque d' anti- 
corps marqu6s specif iques d'immunoglobulines humaines, le 
marquage etant realise par une enzyme choisie parmi celles 
qui sont capables d'hydrolyser un substrat de telle sorte 
que ce dernier subit alors une modification de son absorp- 
35 tion des radiations, au moins dans une bande de longueurs 
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d'ondes dSterminfee et 

- la detection, de pr6f6rence de facron comparative par 
rapport & un temoin, de 1 • importance de I'hydrolyse du 
substrat en tant que nesure des risques potentiels ou de 
la presence effective de la maladie. 

La presente invention est egalement relative & des 
n6essaires ou "kits" pour le diagnostic ci-dessus, les- 
quels comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purifi6e des types de 
virus indiqu6s ci-dessus, cet extrait ou fraction 6tant 
marqu6, par exemple de fapon radioactive, enzymatique ou 
immunofluorescence ; 

- des anti-immunoglobulines humaines ou une prot6ine A 
(fix6e de facon avantageuse sur un support insoluble dans 

15 I'eau, tel que des billes d'agarose) ; 

- un extrait de lymphocytes obtenus 4 partir d'une 
personne en bonne santS ; 

- des tampons et, le cas 6ch6ant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

20 L' invention concerne naturellement aussi 1' uti- 

lisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de recom- 
binants les contenant) en tant que sondes, pour le diag- 
nostic de la presence ou non de virus LAV-II dans des 
echantillons de scrums ou d'autres liquides ou tissus 
25 biologiques obtenus Sl partir de patients suspectfis d'etre 
porteurs du virus LAV-II. Ces sondes sont de pr6f6rence 
marquees 6galement (marqueurs radio-actif s , enzymatiques , 
fluorescents, etc.). La ditection peut 6tre r6alis6e de 
toutes f aeons en soi connnes, notamment par une mise en 
contact de ces sondes soit avec les acides nucl6iques ob- 
tenus A partir des cellules contenues dans ces sSrums ou 
autres milieux biologiques, soit avec ces milieux eux- 
m&mes dSs lors que leurs acides nucl6iques auront 6t6 
rendus accessibles & 1 ' hybridation avec ces sondes, et ce 
dans des conditions permettant 1 ' hybridation entre ces 



30 
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sondes et ces acides nucleiques et par une detection de 
1 ' hybridation eventuellement produite, Le susdit diagnos- 
tic mettant en jeu des reactions d* hybridation peut egale- 
ment etre realise a I'aide de melanges de sondes respecti- 
5 vement originaires d'un LAV-I et d'un LAV-II, des lors 

qu'il n'est pas necessaire de faire une difference entre le 
type de virus LAV recherche. 

Comme il va de soi et conime il resulte d'ailleurs 
deja de ce qui precede, 1* invention ne se limite nullement 

10 a ceux de ses modes d ' application et de realisation qui ont 
ete plus specialement envisages. 

L' invention concerne enfin une composition imrauno- 
gene contenant une proteine du virus decrit dans la presejite 
demande et contenant une proteine du noyau (core), telle la 

15 pl2 ou la pl6 de ce virus, dosee en antigene de fagon a 
permettre 1 'administration d*une dose de 10 a 500, notam- 
ment de 50 a 100 microgrammes par kilogramme, 

11 est encore precise que dans les nombres qui 
suivent les indications "p" et/ou "gp" correspondent aux 

20 poids rooleculaires approximatif s des proteines et/ou glyco- 
proteines correspondantes divises par 1000. Par exemple la 
gp36 a un poids moleculaire de I'ordre de 36 000. 

II convient de noter que, dans les memes conditions 
experimentales que celles utilisees pour determiner les 

25 poids moleculaires de proteines du LAV-II , le virus STLV-III 
decrit par Letvin et al. (Science 1985, vol. 230, p. 71) a 
une glycoproteine transmembranaire dont~le poids mol^cu- 
laire est de 32 Kd et une proteine majeure du noyau (core) 
de 28 Kd alors que la proteine du noyau (core) du LAV-II a 

30 un poids moleculaire de 25 Kd. 
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pEVENDICATIONS 

1 - Composition contenant une proteine et, le cas 
echeant, au moins une glycoproteine du virus purifi^ 
LAV-II ou cl'un variant de ce virus ayant sensibleroent les 

5 memes propridt^s biologiques, notamment de celui qui a ete 
depose a la CNCM le 19 d^cembre 1985, sous le num^ro CNCM 
1-502, caracterisee en ce qu'elle contient une proteine 
p12 ou p16 de ce virus. 

2 - Composition selon la revendication 1, caracte- 
10 risee en ce qu'elle consiste en un extrait total ou lysat 

du susdit virus, 

3 - M^thode pour le diagnostic la vAtyg de la pre- 
sence d'anticorps anti-LAV-II dans un liquide biologique, 
et plus parti culi^rement de 1* existence d'un SLA ou d'un 

15 SIDAr selon laquelle on met en contact un serum ou un 
autre milieu biologique provenant du malade faisant 
l*objet du diagnostic, avec une composition selon la 
revendication 1 ou la revendication 9, et I'on detecte la 
reaction immunologique. 

20 4 - Kit pour le titrage de scrums provenant de ma- 

lades souffrant du SLA ou du SIDA, caract6rise en ce qu'il 
comprend. : 

- une composition telle que definie dans la* revendication 
1 ou la revendication 2, cette composition 6tant marqu6e ; 

25 - des anti-immunoglobulines humaines ; 

- un extrait de lymphocyte obtenu d partir d'une personne 
en bonne sante ; 

- des tampons et, le cas 6ch6ant, des substrats pour la 
visualisation du marquage ; 

30 - des moyens pour ddtecter le conjugu6 marqu6 resultant de 
la reaction immunologique entre les reactifs marques et le 
serum soumis au dosage. 

5. - Composition immunog^ne contenant une proteine 
du noyau ("core") du virus selon la revendication 1, telle 

35 que la pi 2 ou la pi 6 de ce virus, en association avec un 
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v^hicule pharinaceutiqueinent acceptable. 

6 - Precede de purification de I'une des glycopro- 
t^ines selon la revendication 1 a partir d'un extrait on 
lysat de ce virus, caracterise en ce que I'on realise une 

5 immunoprecipitation de ces proteines par un serum de pa- 
tient connu pour posseder des anticorps actifs contre ces 
glycoproteines ou encore aVec des anticorps inonoclonaux 
produits par des hybridomes prealablement formes et secre- 
tant lesdits anticorps monoclonaux, ceux-ci reconnaissant 
10 plus particulierement la glycoprot6ine reherchee. 

7 - Anticorps monoclonal caracteris6 par sa capa- 
city a reconnaitre specif iquement I'une des susdites 

glycoproteines . 

8 - Les hybridomes secr^teurs de 1' anticorps mono- 

15 clonal selon la revendication 7. 

9 - Composition immuaog^ne selon la revendication 
5, caract6ris6e en ce qu*elle est dosee en antigene de 
facon a permettre 1* administration d'une dose de 10 k 500, 
notamment de 50 a 100 microgrammes par kilogramme. 



